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L RIASSUNTO 



e mezzi diagnostici, 
nonche medicament! nella diagnosi, prognosi e cura del 
papilloma. Tali metodi si basano suUa determinazione 
del hveUi di PED/PEA-15 e i medicamenti si basano su 
oligonucleotidi antisenso. Si descrive anche un animale 
transgemco non umano che esprime elevati livelU di 
PED/PEA-15 ed b utile come modello per lo studio del 
papilloma e valutazione dalle sue cure. 
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"Mezzi terapeutici e diagnostici per i papiUomi" 
a noma: Dipartimento di Biologia e Patologia CeUulare e 
Molecolare "L. Califano" deU'Universita degli Studi di NapoH 
Federico IF 

di nazionalit^: italiana 

consedein: Napoli 

Inventori: BEGUINOT Francesco 

FOEMISANO Pietro 

MIELE Claudia 

La presente invenzione si riferisce a mezzi per H tratta- 
mento e diagnosi del papilloma, in particolare a composti utiU co- 
me medicamenti per la sua terapia e ad animaH transgenici utili 
per il suo studio e diagnosi. 

Sfondo rifill'invenCTnTio 

Le cellule neoplastiche. attraverso la trasformazione, acqui- 
siscono sia I'aumento deUa capacity proliferativa che la perdita 
dell'attitudine a morire {Duke, R, et al (1996): Sci. Am. 275: 80- 
87). II cancro si sviluppa dopo che una ceUula ha accumulate mu- 
tazioni in diversi geni che controUano la proliferazione e la soprav- 
vivenza (fiuke, R., et al. ibid; Thompson, C.B., (1995): Science 267: 
1456-1472). Quando una mutazione non pud essere riparata, la cel- 
lula colpita, di solito. avvia programmi di morte (apoptosi). Ma, se 
non muore. la cellula (o la sua progenia) pu6 soprawivere abba- 
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stanza per accumulare mutazioni che conducono alia divisione in- 
controllata o alia metastatizzazione {Duke, R, et al ibid). In molti 
tumori solidi, fra cui quelli del polmone, del colon e della mam- 
mella, il danno genetico colpisce p53, una proteina necessaria per- 
che la cellula vada in apoptosi quando il suo DNA viene danneg- 
giato (Thompson, C.B., ibid). Anche altre proteine coinvolte nel- 
Tapoptosi svolgono un ruolo nella patogenesi di tumori umani. Ad 
esempio, in alcuni linfomi, la morte della cellula d bloccata dalla 
produzione eccessiva del fattore antiapoptotico BCL-2 (Thompson, 
C.B., (1995): ibid). Vi sono inollsre evidenze che indicano che alcuni 
tumori impediscono a Fas I'invio di segnaH di morte al macchinario 
effettore della cellula, o inibiscono la produzione del ligando di Fas 
evitando cosi 1' apoptosi immunomediata. 

Cellide che divengono neoplastiche possono venire dere- 
golate anche attraverso altri meccanismi. La tendenza delle cellule 
normah a suicidarsi quando vengono private dei propri fattori di 
crescita o delle interazioni cognitive con le cellule vicine si 6 proba- 
bilmente stabilita come un meccanismo di difesa contro le meta- 
stasi (Duke, R., et al. ibid); I'immediata attivazione dei meccanismi 
apoptotici in cellule tumoraU migrate al di fuori della sede nativa 
presumibilmente distrugge molte ceUule metastatiche prima che 
abbiano una qualche opporttmiti di crescita. Sfortunatamente, le 
cellule neoplastiche divengono spesso resistenti all'azione apopto- 
tica della privazione dei fattori di crescita e della perdita del con- 
tatto intracellulare. 
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Quest'ultimo fatto costituisce xm importante problema nel 
trattamento delle neoplasie, dove xmo degli obiettivi 6 quelle di ri- 
pristinare il natiirale meccardsmo di apoptosi di \ma cellula il ctii 
codice genetico d stato d^imeggiato, causando la proliferazione in- 
controllata. 

Alterazioni dei programmi apoptotici nelle cellule hanno an- 
che un ruolo importante nell' acquisizione deUa resistenza all'ef- 
fetto deUe radiazioni e dei chemioterapici. Infatti, molti di questi a- 
genti espletano la propria azione inducendo danni nel DNA ed at- 
tivando p53 che, riconosciuto H daxmo, innesca Tapoptosi {Duke, R., 
et al ibid). Pertanto, cellule che difettano di p53 o che producono 
alti HvelU di proteine inibenti la f\mzione di BCL-2 sviluppano re- 
sistenza all' effetto di diversi agenti antineoplastici. 

Anche questo fenomeno si concretizza in un problema pra- 
tico, dal memento che molte terapie antitumoraH falHscono proprio 
per lo sviluppo di resistenza da parte deUe ceUule neoplastiche. 

I recettori per le citochine della famigHa del Tumor Necrosis 
Factor (TNPO possono innescare segnali apoptotici {Green D.R., 

(1998) : Cell 94: 695-698). Fra questi recettori, quelli megho ca- 
ratterizzati ed i loro rispettivi ligandi includono TNFRl/TNF-a, 
Fas/FasL, TRAIL-R/TRAIL e DR3/TWEAK {Ashkena^, A et al. 

(1999) : J. Clin. Invest. 104: 155-162). Questi recettori rappre- 
sentano importanti bersagH molecolari nella terapia del cancro 
{Walczak, H., et al, (1999): Nat. Med. 5: 157-163; Ashkenazi, A, et 
al (1999): J. Clin. Invest. 104: 155-162). Per esempio, la sommini- 
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strazione di TRAIL e in grado di sopprimere la crescita di diversi 
tumori umani con una modesta tossicit^ (Walczak, H.; Ashkenazi, 

A., ibid). 

Recentemente, i present! inventori hanno studiato questo 
problema analizzando la sensibilita a TRAIL in una collezione di 
Unee cellulari di gUoma maligno umano. t stato mostrato che 
TRAIL, ma non il TNF-a, n4 FasL o TWEAK, inducono apoptosi in 
queste ceUule (Hao, C, et al, (2000): Brain Path. 4:730; Hao, C, et , 
al, (2001): Cancer Res. 61: 1162-1170). TRAIL pud legare due re- 
cettori di morte, TRAIL-Rl e TRAIL-R2, e due recettori inattivi, 
TRAIL-R3 e TRAIL-R4 {Pan, G., et al., (1997): Science 276: 111- 
113; Pan, G., et al, (1997): Science 277: 816-818; Walczak, H., et 
al., (1997): EMBO J 16: 5386-5397; Chaudhary, P.M., et aL, 
(1997): Immunity 7: 821-830; Sheridan, J.P., et al, (1997): Science 
277: 818-821; Pan, G., et al,. (1998): FEES Lett. 424: 41-45; Ma- 
rsters, SjL, et al, (1997): Curr. Biol 7: 1003-1006). TRAIL-Rl e 
TRAIL-R2 posseggono uri' motivo intracellulare, denominate death 
domain (DD) e necessario per Tattivazione della caspasi-8 e della 
cascata di caspasi a valle della caspasi-8 che inducono I'apoptosi 
{Pan, a, et al, (1997): Science 276: 111-113). Analogamente a Fas 
e a TNF-Rl, I'attivazione della cascata di caspasi da peirte di TRA- 
IL-Rl e 2 awiene attraverso il reclutamento deUe proteine adat- 
tatrici TRADD e FADD sui recettori {Walczak, H., et al, (1997): 
EMBO J. 16: 5386-5397; Chaudhary, PM., et al, (1997): Immu- 
nity 7: 821-830). FADD, a sua volta, lega la caspasi-8 mediante il 
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proprio death effector domain (DED), attivando la cascata dalle 
caspasi {Cryns, V. and Yuan, J., (1998): Genes and Development 
12:1551-1570). Ci sono anche evidenze, tuttavia, che TRAIL indu- 
ca apoptosi attraverso meccanismi indipendenti da FADD {She- 
ridan, J.P., et al, (1997): Science 277:,818-821). Inoltre, Tapoptosi 
indotta da TRAIL in ceUvde umane coinvolge la fimzione di JNK 
{Herr, L, et al, (1999): Cell Death and Differentiation 6: 130-135). 
Diversamente da TRAIL-Rl e da TRAIL.R2, TRAIL-R3 e TRAIL- 
R4 non sono in grado di innescare segnali di morte (Pan, G., et al. 

(1997) : Science 277: 815-818; Sheridan, J.P., et al, (1997): Science 
277: 818-821; Marsters, SJL, et al, (1997): Curr. Biol 7: 1003- 
1006). suggerendo che possano avere un ruolo antiapoptotico. Stu- 
di recenti, tuttavia, hanno dimostrato che I'espressione di questi 
recettori inattivi e piuttosto . modesta in molte cellule tumorali e 
che, nelle cellule neoplastiche, Tapoptosi indotta da TRAIL d rego- 
lata principahnente a livello iatracellulare {Griffith, T.S., et al, 

(1998) : J. Immunol 161: 2833-2840; Leverkus, M., et al, (2000): 
Cancer Res. 60: 553-559). Come awenga questa regolazione e an- 
cora poco chiaro. 

Pertanto, TRAIL si propone come un importante mezzo tera- 
peutico per la cura dei tximori. 

I presenti inventor! hanno anche recentemente clonato una 
proteina intraceUulare contenente un Death Effector Domain (DE- 
D) espressa preminentemente negh astrociti {Condorelli, G., et al, 
(1998): EMBO J. 17: 3858-66). Questa proteina di 15KDa d stata 
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denominata PED/PEA-15. Gli iniziali studi di clonsiggio di PED 
/PEA-16 hanno rivelato la presenza del DED e di tre siti consenso 
di fosforilazione da PKC (xmo solo dei quali viene fosforilato da 
PKC nella cellxila intatta (Herr, et al, (1999): Cell Death and 
Differentiation 6: 130-135; Griffith, T.S., et al, (1998): J. Immunol. 
161: 2833-2840). Questi studi, tuttavia, non hanno fornito infor- 
mazdoni sulla funzione del trascritto proteico di PED/PEA-15. Ab- 
biamo tuttavia dimostrato che, in diversi tipi ceUulari, PED/PEA- 

© 15 blocca Tapoptosi indotta da FAS e TNF-Rl inibendo, attraverso 

il proprio DED, il binding di FADD a caspasi-8 {Condorelli, et al., 
(1999): Oncogene 18: 4409-4415). In cellule di gHoma umano, PED 
blocca anche I'apoptosi indotta da TRAIL {Hao C, et al, (2001): 
Cancer Res 61: 1162-1170). II meccanismo attraverso cui PED e- 
spleta questa azione d state ampiamente indagato nel laboratorio 
della richiedente {Xiao, C, et al, (2002): J. Biol Chem. 277: 250 
20-25025). Diversamente da altre proteine note cbe inibiscono Tat- 

^ tivazione di caspasi-S attraverso FADD, PED previene anche I'apo- 

ptosi indotta dalla privazione dei fattori di crescita e dall'espo- 
sizione ai raggi UV e agli stimoH osmotici, indicando che, nelle cel- 
lule, PED pu6 espletare un'azione antiapoptotica ad ampio spettro 
(Condorelli, G., et al, (2001): Diabetes 50: A298). Infatti, in studi 
piii recenti, abbiamo dimostrato che PED/PEA-15 d in grado di 
bloccare molto precocemente segnali apoptotici che si trasmettono 
attraverso le vie di JNK e p38 {(Condorelli, G., et al (2001): J. Biol 
Chem. 277: 11013-11018). 



8 



DtOt. Ing. Adriana Reumondi 



In coUaborazione con il Dr. C. Hao (Universita di Alberta, 
Edmonton. Canada), i present! inventori hanno anche scoperto che 
PED/PEA-15 6 sovraespressa neUa met^ deUe linee ceUulari di 
gHoma umano, suggerendo un ruolo di PED neUa gUomagenesi 
{Hao, a, et al, 2000 e 2001, vedi sopra). NeUe ceUule di glioma. I'e- 
spressione di PED/PEA-IS correla con la resistenza all'apoptosi in- 
dotta da TRAIL, sicchd le ceUule con bassi Kvelli di PED/PEA-15 
mostrano sensibiHt^ a TRAIL, mentre ceUule con alti KveUi di 
PED/PEA-15 sono resistenti (Hao, C, et ah, 2000 e 2001, vedi so- 
pra). In aggiunta, abbiamo potuto dimostrare che la trasfezione del 
cDNA di PED/PEA-15 neUe cellule sensibiK a TRAIL le rende re- 
sistenti mentre V espressione di un antisenso di PED/PEA-15 in 
cellule resistenti a TRAIL riduce il livello di PED nelle cellule e. si- 
multaneamente, induce il recupero deUa sensibility a TRAIL (Hao, 
C, et al, 2000, vedi sopra). La resistenza al TRAIL causata da 
PED pud contribuire aUa tumorigenesi nei gHomi ed in altri tumo- 



n. 



Inoltre, la determinazione del Uvello di PED nei gUomi uma- 
ni potrebbe consentire I'identificazione di queUi suscettibili di tera- 
pia con TRAIL, un risultato importante nella misura in cui le op- 
portunity di trattamento attuaH non hanno migHorato significa- 
tivamente la soprawivenza dei pazienti portatori di glioma maU- 
gno. 
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PED e sovraespressa in ceUule di carcinoma squamoso me- 
tastatico del topo {Dong, G., et al, (2001): Cancer Res. 61: 4797. 
4808). 

t stato ora sorprendentemente tarovato che PED 4 anche ben 
espressa nei cheratinociti umani. 

AUo scopo di indagare se la aovraespressione di PED abbia 
un ruolo nella cardnogenesi multistadio, i presenti inventori ban- 
no prodotto un topo transgenico che sovraesprime PED/PEA nella 
cute. Questo animale d utile per studi di tumorigenesi cutaaea 
(trattamento topico con DMBA, seguito da esposizioni multiple al ' 
TPA). Sorprendentemente, d stato osservato che i topi transgenici 
sviluppano un numero di papiUomi significativamente piii elevato 
degli animsdi di oontrollo. 

Inoltre, I'espressione di PED/PEA-15 ^ aumentata significa- 
tivamente nei papiUomi rispetto alia cute normale, tanto negU ani- 
maU transgenici cbe in queUi di controUo, suggerendo un ruolo im- 
portante di PED/PEA-15 nei determinare la suscettibilita alia car- 
cinogenesi cutanea. Le lesioni che si sviluppano negU animali tran- 
sgenici evolvono. con una firequenza significativamente maggiore, 
verso lo stadio carcinoma. Infine. i carcinomi sviluppatisi negH ani- 
mali transgenici sono istologicamente piu aggressivi. 

Queste osservazioni non sono deducibiU dalle conoscenze di- 
sponibiU neUo stato deU'arte, ne del papiUoma cutaneo, ne deUa 
PED/PEA-15. 
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Dalle conoscenze dell'esperto del settore, d risaputo che i li- 
velH di espressione di PED/PEA-15 nei tessuti umani non sono o- 
mogenei. Questo, assieme al fatto che uon e certo che i tumori e- 
^primano HvelH piu alti di proteine rispetto al tessuto normale, 
non permette all'esperto del settore di poter prevedere che i papil- 
lomi espiimano Uvelli di PED. Infatti, alio stato delle conoscenze, 
PED non puo essere considerato un marcatore generale per i tmno- 
ri, Infine, I'apoptosi, I'evento piii pertinente con I'attivitsi naturale 
della PED/PEA-15, non riguarda la tumorigenesi cutanea, e forse 
non ha nemmeno a che fare con la tumorigenesi. 

Sintetizzando le conoscenze attiiah sulla PED/PEA-15, sara 
evidente che non esiste alcuna connessione logica disponibile all'e- 
sperto del settore, e nemmeno una chiara indicazione, con ima ra- 
gionevole possibility di successo di poter trovare PED/PEA-15 e- 
spressa nei papillomi e nemmeno le possibiHta terapeutiche e dia- 
gnostiche che la scoperta aUa base della presente invenzione fomi- 



sce. 



Oltre alia letteratura citata sopra, si vuole anche menzio- 
nare il lavoro di Tsukamoto, T., et al. Cancer Lett. 2000 Feb. 28; 
149 (1-2): 105-13, nei quale si descrive MATl, un gene trasforman- 
te clonato da un tumore mammario di topo e che h stato visto esse- 
re identico alia regione 3' non tradotta della isoforma da 2,5 kb di 
PEA-15. Un'espressione aberrante di isoforme di MATl/PEA-15 k 
stata trovata nelle linee cellulari epiteKali della mammella muri- 
na. ^1 ben noto che gh epiteli sono cosa ben diversa dai papillomi. 
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A conosoenza degU iaventori, IWca appKcazione industria- 
le deUe norioni disp<mibiU suUa PED/PEA-16 sono fornite daUa do- 
maa^da di brevetto internazionale WO 02/22867. a nome Evotec 
Neurc^dences GMBH, pubblioata il 21 »arzo 2002. che desoriw 
«n metodo per diagnosticare o prognosticaxe fl xnorbo dl Alzheimer 
o altre malattie neurodegenerative suUa base deUa determinazione 
del liveUo di PEA.16 e il trattan>ento di taH n^«ie con un n.ezzo 
inibitore la proteina. 

Dati ottenuU dai presenti inventori indicano che FED i ben 
espressa nei oheratinociti umanl. Inoltre. uno studio disponibUe in 
letteratura (flong. G.. et al. (2001): CancerlUs. ei: 4797-4803, 
finalizzato alia identificazione ran^r. di geni difl»renziatoente e- 
spressi in Knee di ceUule di caroin„n.a s,„an.oso del topo. din.ost^ 
la sovraespressione di PED. insieme a diflerenze nell'espressione 
di altri 72 geni. Da qnesto state dell' arte, non ^ posaibile preve- 
dere in alcun mode il significa,„ lunzionale della sovraespressione 
di PED nella tuniorigenesi cutanea. Si sottohnea infetti in prin.o 
luogo che, a corredo dello studio citato, non . disponibile alcuna 
analisi ftnxzionale relativa all-alterato profilo di espressione genica 
descritto e. in secondo luogo, 1„ studio citato prende in esame linee 
cellulari che , cosa ben diversa da ceUule di una neoplasia istolo- 
gioamente definita. I. state deU- ar.. consente tuttavia di indivi- 
duare dei presupposti nuninu per veriacare la possibffitA che PED 
abbia un ruolo nel nschio di tras&r^azione neoplastica di elen^en- 
ti cutanei. con>e. per esempio. la sua espressione in alcuni elementi 
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cellulari outanei noxn.ali. Va anehe detto che ,a Wcigenesi outa- 
nea indotta ateaverso cardnogeni ohimici c„^tuisc. ^ ^odeUo 
estesa^ente utilizzato pe. lo studio dei „>o«=anisnu n.oZecoto del- 
la t^Wa^one. Questo unpUoa che a ruolo di ux. gene oandida- 
to. p«i in ,„esto case. „el n>eccanisn>o deUa t^norigenesi cutanea 
pu« essere definite con nxaggiore accura^^a nel nxodeHo cutaneo 
nspetto ad altri sistemi. 

Come accennato sopra. i topi transgenici ottenuti dal pre- 
.enti inventori. n>ostrano un aun.ento deUa suecettibiKtA al rischio 
di tun^ore outaneo nel tranegenico per ped, e ci6 , „dente per 
al-eno altri due ordini di ragioni. D prime , che le di&ren« nel 
r^ohio di tumore ta topi tranegenici e wild-t„,e (ed i dati di con- 
tomo ,uali le coerenti correlazioni fra Uvelli di espresaione di PED 
e regreseione del tumore o grade di n.aHgnita del tunxore) sono 
sufficientemente ampie per raggiungere ,a significativit. atatietica 
^ con un baseo numero di aninaaH. La seconda ragione , che la 
tumorigeneai cutanea succeseiva all-appHcazione di caxcinogeni 
chunici , un esenxpio accreditato di car^egenesi multietadio e 
oome tale, un fe„„n.en„ legato alia compartecipazione di un nunae- 
xo discrete di eventi. U che non induce a penaare cHe un eingolo 
evento (la eovraespressione di un singolo gene, in ,ueato case ped) 
posaa influenzare in naaniera cosi maaaicoia 1-intera evoluzione de, 
Procesao neoplastic, dal papillon>a al carcinoma nei suoi diversi 
gradi di malignity. 



Dott. t abio Cayattoni 
13 Dott. Ing, Adriana RaimotuU 



iBfine. la desmtta funzione antiapoptotica di ped non con- 
sente di ritenere direttamente conseguente il suo ruolo neUa Wo- 
rigenesi cutanea. Intanto. alterazioni deU'apoptosi hanno un ruolo 
definito in alcuni, ma non i tutti i tumori. Come descritto piii so- 
pra. i tumori cutanei non rappresentano, alio state, un esempio ac- 
creditato di trasformazione neUa cui patogenesi difetti deU'^ 
peptosi hanno un ruolo ben definito. m in generale. va ribaditofl 
concetto che la trasformazione neoplastica k un fenomeno «mul^ 
stadio". Alterazioni multiple, cioe, sono necessarie percli4 il feno- 
tipo trasformato possa essere acquisito. Ne consegue che non e pos- 
sibile stabilire a priori se e in che misura un evento specifico. neUa 
fattispecie la sovraespressione di ped, possa determinare il rischio 
di neoplasia. 

Sommarin HQll'lnvfinyiono 

^ un oggetto della presente invenzione un metodo per la 
diagnosi o prognosi di papilloma in un soggetto, o per la determi- 
nazione del rischio per tale soggetto di sviluppare un papilloma, 
oppure un metodo per il monitoraggio della progressione di un pa- 
piUoma in un soggetto, oppure un metodo per la valutazione del 
trattamento terapeutico di un papilloma in un soggetto. 

^ un altro oggetto della presente invenzione un animale xd- 
combinante non umano che comprende una sequenza genetica non 
nativa che codifica per PED/PEA.15. o un suo frammento, o un suo 
derivato. 
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Sono un altro oggetto della presente invenzione oHgonucleo- 
tidi antisenso deUa PED/PEA-IS per la preparazione di un medica- 
mento utile nel trattamento del papilloma. 

Questi ed altri oggetti della presente invenzione saranno il- 
lustrati in maggio dettagHo nella descrizione che segue anche per 
mezzo di esempi. 

Descrizione dettagliata dell'inveTimnno 

Oltre a fornire metodi diagnostici, prognostici e di monito- 
raggio dei trattamenti del papilloma, la presente invenzione fomi- 
sce anche un modeUo per lo studio del papilloma, svHuppo di nuovi 
farmaci per il suo trattamento, che si presenta come affidabile e ri- 
producibile. 

La presente invenzione fornisce anche sostanze per la pre- 
parazione di medicamenti per il trattamento del papilloma che su- 
perano il fenomeno della resistenza all'apoptosi sviluppato da certi 
tumori. 

In una prima realizzazione deU'invenzione, il metodo per la 
diagnosi o prognosi di papilloma o per la determinazione del ri- 
schio di sviluppare un papiUoma, comprende la determinazione del 
liveUo e/o dell'attivitsi di: 

(a) un prodotto di trascrizione di un gene che codifica per la PED 
/PEA-15. e/o 

(b) un prodotto di traduzione di un gene che codifica per la PED 
/PEA-15, e/o 
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(c) im frammento o derivato di detto prodotto di trascrizione o tra- 
duzione, 

in un campione proveniente da un soggetto, cm si vuole dia- 
gnosticare o prognosticare un papiUoma, confirontando detto liveUo 
e/o attivit^ con valore di riferimento che rappresenta U valore 
rappresentativo di un papilloma o di uno stato di salute (di as- 
senza o di sostanziale mancanza di probabilita di sviluppo del pa- 
pilloma), e quindi formulare tma diagnosi o una prognosi di papH- 
loma in detto soggetto o determinare se detto soggetto d a rischio 
di sviluppo di un papilloma. 

II metodo sopra descritto si applica anche per il monitorag- 
gio della progressione di un papilloma o per la valutazione del trat- 
tamento terapeutico in un soggetto che ne 4 affetto. 

Secondo una realizzazione dell'invenzione, il campione da a- 
nalizzare d prelevato dalla peUe. 

Nel metodo secondo la presente invenzione, il valore di ri- 
ferimento d il valore del Hvello e/o deU'attivita di un prodotto di 
trascrizione di un gene che codifica per la PED/PEA-15, e/o un pro- 
dotto di traduzione di un gene che codifica per la PED/PEA-15, e/o 
un frammento o derivato di detto prodotto di trascrizione o tra- 
duzione, preso da un campione proveniente da \in soggetto che non 
d affetto da papilloma. 

II prodotto di trascrizione e/o di traduzione e/o firammento o 
derivato d, rispettivamente, mRNA e/o la proteina PED/PEA-15 e/o 
suo firammento o derivato. 
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La determinazione del prodotto di trascrizione e/o fram- 
mento o derivato e fatta ricorrendo alle metodiche note all'esperto 
del settore, che non necessitano di ulteriore spiegazione, trovando 
comunque supporto nella letteratura citata. Esempi preferiti di 
metodiche sono I'analisi PGR, o I'analisi Northern blot. 

Analogamente, il detto prodotto di traduzione e/o frammento 
o derivato pud essere determinate, ad esempio, per mezzo di un 
saggio immimologico, xm saggio di attivit^ enzimatica e/o un sag- 
gio di legame. 

In una ulteriore realizzazione dell'invenzione, il metodo 
comprende inoltre il confronto con lux livello e/o attivit^l soprad- 
detto in una serie di campioni provenienti da detto soggetto raccol- 
ti in un periodo di tempo. Preferibilmente, il soggetto riceve un 
trattamento terapeutico prima della raccolta di uno dei periodi di 
tempo. Opportunamente, il Hvello e/ o attivit^ viene determinate 
prima e dopo il trattamento del soggetto. 

^5 un altro oggetto della presente invenzione un animale ri- 
combinante non umano, preferibihnente un topo, che comprende 
una sequenza genetica non nativa che codifica per PED/PEA-15, o 
un suo frammento, o un suo derivato. Detto animale k ottenibile 
per mezzo di vm procedimento che comprende: 

(a) fomire un costrutto di bersaglio genico che comprende 
detta sequenza genica e una sequenza marcatrice selezionabile, e 

(b) introdurre detto costrutto in una cellula staminale in un 
embrione non umano, e 
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(0 introdurre detta oeUula stemmak m un embrione non u- 

mano, e 

(d) trapiantare detto embrione in un animale non umano 
pseudogravido.e 

(e) far sviluppare detto embrione a temine.e 

m identificare nn animale non umano geneticamente altera- 
to il cui genoma comprende una modifica di detta sequenza genica 
in entrambi gli alleli, e 

(g) crescere detto animale geneticamente alterato per ot- 
tenere un animale non umano il cui genoma comprende una mo- 
difica di detto gene endogeno, dove una rottura di luogo a una pre- 
disposizione a sviluppare un papilloma. 

L'animale transgenico secondo la presents invenzione, quan- 
do opportunamente trattato, avr^ una elevata probabilitaL di svi- 
luppare un papilloma. Il .papiUoma sviluppato potrd ancbe essere 
di una forma particolarmente aggressiva. Questo animale non u- 
mano ^ un modello estremamente utHe per lo studio e lo svHuppo 
di nuovi Waci per il trattamento del papilloma, nonche per la 
valutazione deU'efficacia di farmaci correntemente usati in tera- 
Pia. II suo uso nel sense sopraddetto rientra nell'ambito della pre- 
sente invenzione. 

Un altro oggetto della presente invenzione i un saggio per la 
selezione di «,a eostan» per il trattamento del papilloma 

che comprende: 



Eurc^ 



1^ 



18 ^riana Raimondi 



(a) il mettere a contatto un modeUo biologico di papiUoma 
con detta sostanza; 

(b) il misurare I'attivit^ e/o il Hvello di una seconda sostanza 
scelta nel gruppo che consists di: un prodotto di trascrizione di un 
gene che codifica per la PED/PEA-15. e/o xm prodotto di traduzione 
di un gene che codifica per la PED/PEA-15, e/o un frammento o de- 
rivato di detto prodotto di trascrizione o traduzione, ' 

(c) il misurare I'attiviti e/o il HveUo di detta seconda so- 
stanza in un campione biologico di controllo che non k stato a con- 
tatto con detta sostanza; 

(d) il confirontare le attivitd e/o i liveUi degU stadi (b) e (c) e 
determinare se detta sostanza in esame e un modulatore di detta 
seconda sostanza. 

Preferibilmente, il modeUo di papiUoma k fornito daU'ani- 
male sopra descritto. 

La presente invenzione comprende anche le sostanze otteni- 
biU dal saggio sopra descritto e il loro uso come principi attivi nella 
preparazione di un medicamento per il trattamento del papiUoma. 

In un suo altro aspetto, la presente invenzione fomisce oH- 
gonucleotidi antisenso utili come principi attivi per la 
preparazione di un medicamento per il trattamento del papiUoma. 

GH oHgonucleotidi antisenso secondo la presente invenzione 
sono 5'.tgacgcctccggagctgaga.3' PTO HPS (ratto specifico); 5'- 
tgacgcctctggagctgagc.3' PTO HPS (umano specifico). 



19 



Don. Ing. Adriana RaimoiuU 



Detti oKgonucleotidi. e le sostanze ottenibiH dal saggio sopra 
descritto, saranno formulate come medicamenti neUa forma di 
composizioni farmaceutiche, le quaU rientrano negli scopi deUa 
presente invenzione. 

In accordo con la presente invenzione. le composizioni far- 
maceutiche comprendono almeno un principio attivo, in una quan- 
tit^.tale da produrre un significativo effetto terapeutico. Le compo- 
sizioni comprese nella presente invenzione sono del tutto conven- 
zionali e sono ottenute con metodi di comune prassi neU'industria 
farmaceuiica, come ad esempio illustrate in Remington's 
Pharmaceutical Science Handbook, Mack Pub. N.Y. - ultima edizio- 
ne. A seconda deUa via di somministrazione scelta, le composizioni 
saranno in forma soUda o liquida. adatte alia via orale, parente- 
rale, endovenosa. Le composizioni secondo la presente invenzione 
comprendono assieme al principio attivo almeno un veicolo o 
eccipiente farmaceuticamente accettabile. Possono essere partico- 
larmente utili coadiuvanti di formulazione. ad esempio solubiliz- 
zanti, disperdenti. agenti di sospensione. emulsionanti. 

I seguenti esempi iUustrano ulteriormente I'invenzione. 

ESsemp io 1 

■GenerazioT^a A\ f»p; 

PED cDNA fu donate nei siti BamHI del plasmide pBap2 
contenente il promotore della beta-actina umana. Per generare to- 
pi transgenici, il frammento Clal daq 5.2-kb fu escisso. purificato 
con elettroforesi su gel di agarosio e iniettato nei pronuclei di em- 
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brioni di topo C57BL/6 x DBA2. Tre fondatori FO furono identi- 
ficati con anaHsi Southern-blot del sondaggio del DNA genomico 
con il frammento PstI del promotore deUa beta actina umana. I to- 
pi transgenici eterozigoti furono identificati con: i) Southem-blot- 
ting o con il frammento Clal o il frammento del prodotto dell'am- 
Plificazione PGR ottenuto con i seguenti iniziatori (primers): 5'- 
CGCGGATCCATGGCTGAGTACGGGACCCTC-3' e 5'GGCCTTCT- 
TCGGTGGGGGAGCCAATTTGATGATCTCTTCCTCA-3'; ii) Nor-, 
thern-blotting con il frammento Clal; iii) Western-blotting con 
anticoipi polidonali di conigKo verso la proteina PED. 

Esempio 2 
Canceroge nesi chimirg 

I topi furono sottoposti a due appHcazioni di 100 nmol di 
9.10-dimetil-l,2-benzantracene (DMBA) in 0.2 ml di acetone suUa 
peUe dorsale. Nel corso di due settimane. furono eseguite ulteriori 
appHcazioni di acetate di forbolo miristato 5 nmol (Phorbol Acetate 
Myristate - PMA) (due aUa settimana per 16 settimane) negH stes- 
si posti. Al termine del trattamento, i topi venivano seguiti per 16 
settimane e i papiUomi quantificati settimanalmente, seguiti da a- 
nalisi istbpatologica (Tabelle 1-3). 

TabeUa 1 

Caac^o^ chimica dopo trattamento con DMBA/PMA in topi PEDt Tg-PED*- topi 
t^Menici PED; WT: topi controllo selvaHci. ^Biffereme con topi WT. ^ennin^ti con 
anahsi Uteat, significativitd statistica (p < O.oi), 
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Nuinero di topi 


M/F 


xNU.iiiej70 Cll 


Numero di 


Tg-PED+ 
WT 


18 

20 


10/8 
10/10 


papillomi/topi 
(8 settimane) 
7* 
3 


papillomi/topi 
(16 settimane) 
19* 
7 



Tabella2 

^« ^u. ^, ^ ^ 

ig'FED-^: topo transgenico PED^ WT- t^r^i ;/ , x-^^^. 

o V xx^i^, KK^, topi controllo selvatici * /v^^^^ 




171 

^erenze con 





Numero di carcinomi/lesioni 


Tg-PED+ 
|WT 


12/48* 

1/20 



Tabellfl a 

Rapporto di conversione 
malig na 
26% 
^5% 

Esemp in 

mvestimento - 11 rivestiraento del micropozzetti fu ottenuto 
con mcubazione di PED ricombinante per 16h a 4"C (100 m m 
PBS, 0,5-2,5 ^g/^J). I p„.^ttz Wo lavati tre volte con 200 m di 
PBS addizionato o„„ Tween 20 0.5% (PBS-1^. La satuxazione dei 
aiti non-spedfici fu ottenuta oo. una ulteriore Inoubazione con 200 
m^ozzetto di PBS contenente latte soremato 3% per 2h a 37«C 
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seguita da 3 lavaggi aggiuntivi con PBS-T. La quantificazione del 
rivestimento GST-PED d mostrata nella TabeUa 4. 

B^o^ne antigene-anticorpo in fase solida - Per quantificare 
I'interazione PED-anticorpo. Tantisiero fu diluito come indicate 
nella TabeDa 5 in PBS addizionato con latte scremato m. 
Antisieri diluiti furono aggiunti ai pozzetti (100 ml/pozzetto) e in- 
cubati per 16h a 40C. seguito da abbondanti lavaggi con PBS-T. 

Reazion^ colorimetrica - Anticorpi IgG di capra anticoniglio 
coniugati con perossidasi furono aggiunti ai pozzetti (diluizione 
1:1.600 in PBS contenente latte scremato 3%) e ancora incubati 
per Ih a 370C. La reazione colorimetrica era iniziata per aggiunta 
di 100 Ml di una soluzione contenente o-fenilenediammina (1 
mg/ml) e 1 Ml/nal di perossido di idrogeno 30o/„ in tampone citrate 
fosfato 0,1 M, pH 5,0. Dope 20 min di incubazione a 25»C, la rea- 
zione fu bloccata per aggiunta di 40 ^d/poz^tto di acido solforico. 
Le density ottiche furono lette a 490 nm. 

Interazione antigene-anticorpo in fase liquida - Standard 
GST-PED in PBS con latte scremato 1% Wo incubati con anti- 
siero PED (diluizione 1:6.400 in PBS latte 1%) per 2h a 37°C. 

L'incubazione in fase soHda fu successivamente ottenuta co- 
me descritto sopra. 

Tabella 4 

Valuta.ione aella concentra.U>ne PED aOe^u^ ^ « ^i^^^u^ Oei n^icropo^ui 
mu^^uone aeWantioorpo 1:6,400. * Different tro i r^loH furono ar^^u con Utest 
eranoatatisticamente significative (pKQ.Ol). 
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concentrazione PED 
(^xg/Inl) 


0 


0,5 


1,25 


2,50 


O.D. 490 nin * 


0,22 


0,80 


1,50 


2,30 



TabeUa fi 

Valutcione Oella OelVanticor^ (A,) anUPED ^ la H.ela^^ 

^rnmunoen.imaUca <iella .roteina PED (2,5 ^/^^ ^ ri^sHmento di j^^^etto) * 

(P < 0.01). § Differenze non eraru, statisticamente si&uficative). 




diluizione Ab 


1:6400 


1:12800 


1:25600 


O.D. 490 nm ' 


2,30* 


0,9* 


0,7* 



NOAb 



TabeUa ft 

Determina^ione del .alori standard ^ la Huela^ione .uantitaUva di PED. Anticor^i 
anUPED furono usaU alia dUui^one 1:S.400 in fuse U,uida. * Diff^rer^ u-a i ^loH 
furono analiz^ate con t-test ed araru> statisticamente significative (p<0 01) 



concentrazioiie di PED in preincubazione in 
fase Kquida (jAg/ml) 


0 


0,5 


1,25 


2,50 


O.D. 490 nm 


2,30* 


1,85* 


1,25* 


0,65* 



Esempio 4 
Inibizionft Ho1Tesprfissinr. Q dj pED 

n blocco deU'espressione di PED in, ceUule di insulinoma di 
ratto (RIN-1) e glioma tmiano (U373MG) fu ottenuto per tra- 
sfezione del seguente oligonucleotide antisenso fosforotioato (4 
^tg/60 mm disco per cellule). S'tgacgcctecggagctgaga-S' PTO HPS 
(ratto specifico); S'-tgacgcctctggagctgagc-S' PTO HPS (umano spe- 
cifico). La trasfezione antisenso fu eseguita con il reagente Lipo- 
fectamine (Inviteogen Cat. No. 18324-012) secondo le istruzioni del 
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fabbricante. La quantificazione deU'azione antisenso suU'espres- 
sione deUa proteina PED in ceUule RIN-1 d mostrata neUa TabeUa 



7. 



TabeUa 7 

Deter,ninazione del M endo.eni di PED in cellule di in^linoma di raUo (RIN-l) e 
,lio,na umano (U373MG) do,o traU.,nento con oH^onucleotidi PED onHsenso o controllo 
Wfereme tra i valori furo,u> anali^te con t-test ed erano-statisHcamente significative 
(p < 0,01). 



Abbondanza relativa di PED 


nessuna aggiunta 


Oligo controllo 


OHgoPED-AS 


RIN-1 


100 


95±d 




U373MG 


100 


92±9 


21±4* 

24d:5 * 
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RIVENDTnA7:Tr>MT 
1. Metodo per la diagnosi o prognosi di papiUoxna in un sog- 
getto. o per la deterxninazione del rischio per tale soggetto di svi- 
luppare un papiUoma. che conxprende la detenninazione del liveUo 
e/o dell'attivita di: 

(a) un prodotto di trascrizione di un gene che codifica per la 
PED/PEA-15, e/o 

(b) un prodotto di tradu^one di un gene che codifica per la /f ] 
PED/PEA-15, e/o 



(0 un fi:ammento o derivato di detto prodotto di trascri^one ^^^^^^11^ 
o traduzione, 

in «n campione proveniente da detto soggetto e confron- 
tando detto BveUo e/o attiviti con ub valore di riferunento che rap- 
presenta U valore rappreaentativo di un papiUoma o di uno etato di ' 
salute, e ,uindi fo^ulaxe una diagnosi o una prognosi di papillo- 
ma in detto Boggetto o determinare se detto soggetto * a rischio di 
sviluppo di un papilloma. 

2. Metodo peril n.onitoraggiodellaprogressionedi«> papillo- 
ma in soggetto, che comprende la determinazione del livello e/o 

dell'attivitsi di: 

(a) un prodotto di trascrizione di un gene che codifica per la 
PED/PEA-15, e/o 

(b) un prodotto di traduzione di un gene che codifica per la 
PED/PEA-16, e/o 
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(c) un frammento o derivato di detto prodotto di trascrizione 
o traduzione, 

in un campione proveniente da detto soggetto e con&on- 
tando detto HveUo e/o attivita con un valore di riferimento che rap- 
presenta H yalore rappresentativo di un papiUoma o di uno stato di 
salute (di assenza di sviluppo del papiUoma), e quindi monitorare 
la progressione del papilloma. 

3. Metodo per la valutazione del trattamento terapeutico di un 
papilloma in un soggetto. che comprende la determinazione del 
livello e/o deU'attiviti di: 

(a) un prodotto di trascrizione di un gene che codifica per la 
PED/PEA-15, e/o 

(b) un prodotto di traduzione di un gene che codifica per la 
PED/PEA-15, e/o 

(c) un frammento o derivato di detto prodotto di trascrizione 
o traduzione, 

in un campione proveniente da detto soggetto e confrontan- 
do detto liveUo e/o attivitd con un valore di riferimento che rappre- 
senta il valore rappresentativo di un papiUoma o di uno stato di 
salute (di assenza di sviluppo del papiUoma), e quindi valutare il 
trattamento del papiUoma. 

4. U metodo secondo una deUe rivendicazioni 1-3. dove detto 
campione d un campione di peUe. 

5. II metodo secondo una deUe rivendicazioni 1-4, dove detto 
valore di riferimento d U valore del UveUo e/o deU'attiviti di: 



Don. Ing. Adriana Raimondi 

27 



(a) un prodotto di trascrizione di un gene che codifica per la 
PED/PEA-15, e/o 

(b) un prodotto di traduzione di un gene che codifica per la 
PED/PEA-15, e/o 

(c) un frammento o derivato di detto prodotto di trascrizione 
o traduzione, 

in un campione proveniente da un soggetto che non ^ affetto 
da papilloma. 

6. n metodo.secondo una deUe rivendicazioni 1-5, dove detto 
prodotto di trascrizione e/o di traduzione e/o frammento o derivato 

rispettivamente, mRNA e/o la proteina PED/PEA-15 e/o suo 
frammento o derivato. 

7. II metodo secondo una deUe rivendicazioni 1-6, dove detto 
prodotto di trascrizione e/o frammento o derivato d. determinate 
per mezzo dell'analisi PGR o dell'analisi Northern blot. 

8. n metodo secondo una deUe rivendicazioni 1-6, dove detto 
prodotto di traduzione e/o frammento o derivato 6, determinate per 
mezzo di un saggio immunologico. un saggio di attivit^ enzimatica 
e/o un saggio di legame. 

9. II metodo secondo una deUe rivendicazioni 1-8, che compren- 
de inoltre il confronto con un liveUo e/o attivitei di 

(a) un prodotto di trascrizione di un gene che codifica per la 
PED/PEA-15, e/o 

(b) un prodotto di traduzione di un gene che codifica per la 
PED/PEA-15, e/o 
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(c) un frammento o derivato di detto prodotto di trascrizione 
o tradu2done, 

in una serie di campioni provenienti da detto soggetto 
raccolti in un periodo di tempo. 

10. II metodo secondo la rivendicazione 9, dove detto soggetto ri- 
ceve un trattamento terapeutico prima della raccolta di uno dei pe- 
riodi di tempo. 

11. II metodo secondo le rivendicazioni 9 e 10, dove detto livello 
e/o attivita viene determinato prima e dopo il trattamento di detto 
soggetto. 

12. Animale ricombinante non umano che comprende una se- 
quenza genetica non nativa che codifica per PED/PEA-15, o un suo 
frammento, o un suo derivato, ottenibile per mezzo del pro- 
cedimento che comprende: 

(a) fornire un costrutto di bersaglio genico che comprende 
detta sequenza genica e una sequenza marcatrice selezionabile, e 

(b) introdurre detto costrutto in una cellula staminale in un 
embrione non umano, e 

(c) introdurre detta cellula staminale in xm embrione non u- 
mano, e 

(d) trapiantare detto embrione in un animale non umano 
pseudogravido,e 

(e) far sviluppare detto embrione a temine,e 
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(f) identificare vji animale non umano geneticamente alte- 
rato il cui genoma comprende una modifica di detta sequenza ge- 
nica in entrambi gli alleli, e 

(g) crescere detto animale geneticamente alterato per otte- 
nere un animale non umano il cui genoma comprende una modl&ca 

di detto gene endogeno, dove una rottxxra d^ luogo a una predispo- ^^^^ 
sizione a sviluppare un papilloma. /. 1^^^ 

13, Uso dell'animale della rivendicazione 19 come modello per'/Jb J, p^^^ 
studio del papilloma e/o dello sviluppo di medicamenti per il suo^ *?s>>^ -6^> 
trattamento e/o per la valutazione dell'efficacia di medicamenti nel ^ ■ " ""^ 
trattamento del papilloma. 

14. Saggio per la selezione di \ma sostanza utile per il tratta- 
mento del papilloma che comprende: 

(a) il mettere a contatto un modello biologico di papilloma 
con detta sostanza; 

(b) il misurare Tattivita e/o il livello di una seconda sostanza 
scelta nel gruppo che consiste di: un prodotto di trascrizione di vox 
gene che codij5.ca per la PED/PEA-15, e/o un prodotto di traduzione 
di un gene che codifica per la PED/PEA-15, e/o un frammento o de- 
rivato di detto prodotto di trascrizione o traduzione, 

(c) il mism-are Tattivita e/o il livello di detta seconda so- 
stanza in un campione biologico di controllo che non e stato a con- 
tatto con detta sostanza; 
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(d) il confrontare ie attivita e/o i livelli degli stadi (b) e (c) e 
determinare se detta sostanza in esame e un modulatore di detta 
seconda sostanza. 

15. Saggio secondo la rivendicazione 14, nel quale detto modello 
di papilloma e Tanimale della rivendicazione 12. . 

16. Sostanze utiU per il trattamento del papilloma ottenibili dal 
saggio della rivendicazione 14 o 15, 

17. Oligonucleotidi antisenso 5'-tgacgcctccggagctgaga-3' e 5'- 
tgacgcctctggagctgagc-3'. 

18. Uso delle sostanze della rivendicazione 16 o degli oligo- 
nucleotidi deUa rivendicazione 17 per la preparazione di \m me- 
dicamento per il trattamento del papilloma. 

19. Composizioni farmaceutiche comprendenti almeno una so- 
stanza della rivendicazione 16 o almeno un oligonucleotide della ri- 
vendicazione 17 in miscela con almeno un veicolo o eccipiente far- 
maceuticamente accettabile. 
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